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Resumo 

Calos n§o-homogSneos e compactos foram induzidos a partir de explantes internodais de Datura insignis Barb. Rodr. cultivados 
^ meio B5 (Gamborg, 1968) suplementado com 1mg/l BAP + 0,25 e 1mg/l NAA. A an^lise histologica do calo revelou que, embora 
^nham ocorrido divisSes periclinais na epiderme, no colSnquima e no parSnquima cortical, interfascicular e medular, apenas os ted* 
°ssituados entre a epiderme e o cilindro central transformaram-se em tecido calogenico. Constatou-se a diferencia^o de elementos 
lle roSticos e centres meristem£ticos dispersos pelo calo. Em meio com 1mg/l BAP + 0,25mg de NAA observou-se a presenga de 
es truturas globulares constitufdas de cdulas em divis2o periclinal com arranjo radial e inumeros centros meristem^ticos. N3o foi possf- 
VeI identificar a presen^a de embrioes somSticos, considerando-se os calos como n2o-embriog£nicos. 


Abstract 

Compact and non-homogeneous callus were induced to start from internodal explant of Datura insignis Barb. Rodr. Cultured on 
5 medium (Gamborg et ah, 1968) supplemented with 1mg/l BAP + 0,25 and 1mg/l NAA. The callus histological analysis showed 
ha t although periclinal division may have occurred in the epidermis, colenchyma and cortical, interfascicular and medullary parenchy* 
only the tissues situated between the epidermis and central cylinder were transformed into callogenic tissua It was observed 
differentiation of xilematic elements and meristematic centers dispersed by callus. On a medium with 1 mg/1 BAP + 0,25mg NAA 
observed the presence of globular structures made up of cells in periclinal division with radial array and many meristematic cen- 
ters - We could not identify the presence of somatic embryos if one considers the callus as not embryogenic. 


hitrodufao 

A organogenese ou a embriogenese induzida em ca- 
0s provavelmente ocorre muito cedo, durante a iniciapao 
^ e stes, resultando num agregado organizado de celulas 
Thomas & Street, 1970) que guarda uma capacidade 
de Proliferapffo, ainda reprimida pela aplicapao exbgena 
d °s reguladores. Esses calos podem, tambem, crescer 
^pidamente, mas com uma linhagem de celulas nSo-mor- 
f°9enicas (Thomas & Wernick, 1978). A importancia des- 
Ses conhecimentos reflete o interesse cientifico pelos gru- 
Pos vegetais de indiscutivel valor economico e com alta 
^Pacidade regenerativa, que sao de extremo significado 
P ara pesquisas em embriogenese som^tica (Vasil & 
Va sil, 1982). 

Atrav6s da histogenese do calo 6 possivel acompa- 
n har o desenvolvimento de estruturas morfoldgicas des- 
de suas fases iniciais de forma^ao. Visto que nao foi en- 
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contrado registro sobre o assunto para Datura insignis, 
tornou-se objeto do presente trabalho a analise histologi¬ 
ca da inicia^ao e desenvolvimento do tecido de calo pro- 
veniente de explante caulinar da especie acima citada, uma 
vez que Guha 8- Maheshwari (1964) conseguiram obser- 
var o desenvolvimento de embrioes in vitro a partir da an- 
tera de Datura innoxia Mill. 


Material e metodos 

Sec^oes internodais de caule de Datura insignis Barb. 
Rodr. foram obtidas a partir de plSntulas cultivadas in vi¬ 
tro em meio de Murashige & Skoog-MS (1962). Os seg- 
mentos, com 3 a 5mm de comprimento e aproximadamen- 
te 2mm de diametro, foram cultivados em tubos de ensaio 
(25 x 150mm) contendo 15ml de meio nutritivo B5 (Gam¬ 
borg eta/., 1968), selecionado face aos resultados positi¬ 
ves ja obtidos com a cultura da especie (Figueiredo & Es¬ 
quibel, 1988). As combina^oes hormonais utilizadas como 
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promotoras de calogSnese foram 1 mg/l de benzil-amino- 
purina (BAP) com 0,25 e 1 mg/l de Scido naftaleno-ac 6 tico 
(NAA) (Rguetredo & Esquibel, 1987); Os meios foram ajus- 
tados para pH 5,5, solidificados com 7g/l de agar e auto- 
clavados a 120°C por 15 minutos. Para cada tratamento 
a amostragem fo) de 20 tubos. As cultures foram incuba- 
das a 25°C sob regime de 16 horas de luz/dia, com inten- 
sidade de 2500 lux. 

Os calos permaneceram 25 dias em culture, sendo que 
em 1mg/l BAP + 0,25mg/l NAA o perfodo de incubagSo 
estendeu-se at 6 60 dias, sem subculture. Ap 6 s0,3,5,10, 
15,20,25 e 60 dias em culture foram fixados em FAA (eta- 
nol 50°GL) e submetidos aos processos usuais de histolo- 
gia vegetal (Johansen, 1940). Cortes seriadostransversais, 
com espessura de Mum, obtidos com o auxilio de micr 6 - 
tomo rotativo de Spencer, foram corados pela combina- 
9 S 0 Astrablau x Fucsina b£sica (Braga, 1977). A documen- 
tap 3 o foi feita por meio de desenho obtido com o auxilio 
da cSmara clara, acoplada ao Microscdpio Otico, e asfo- 
tomicrografias foram realizadas com Microscopio Micro- 
nal Olympus BH2. 

Resuttados 

SecgSes transversais de caules cultivados in vitro re- 
velam epiderme uniestratificada com cuticula delgada e a 
pr~*^npa de tricomas glandulares e tectores bicelulares. O 
tecido de sustentagio, representado pelo colenquima do 
tipo angular, constitui-se de 3-4 camadas de c£lulas. O pa- 
rfinquima cortical 6 formado por c 6 lulas aproximadamen- 
te isodiam 6 tricas e mostra em sua camada mais interna 
elevado conteudo amilifero. O sistema vascular acha-se 
constituido por feixes do tipo bicolateral e a regiao medu- 
lar 6 ocupada por c 6 lulas parenquim£ticas heterodimen- 
sionais (Fig. 1). 

Ap 6 s tr 6 s dias de incubag3o observa-se uma altera- 
g3o diferendal e irregular na superficie perif 6 rica do explan- 
te, sobretudo na regiSo que n3o est3 em contato com o 
meio de culture. A anSlise histoldgica mostra c§lulas em 
divisSo periclinal na epiderme, no colenquima e nas c 6 lu- 
las parenquim^ticas, com maior frequ&ncia no par&nqui- 
ma perivascular (Figs. 2 e 3). Paralelamente ocorre aumento 
de volume celular, sobretudo nas c 6 lulas do colenquima 
e dos parSnquimas cortical e vascular. 

As c 6 lulas resultantes das divis5es iniciais contribuem 
para a formai;3o de um tecido de calo clam, com aspecto 
homogSneo, visfvel cinco dias ap 6 s 0 cultivo. Observa- 
se intensa divisSo das c 6 lulas epid^rmicas e das camadas 
corticais, que se agrupam em fileiras radiais (Fig. 4). Na 
regi3o vascular h3 formafSo de novos elementos xilem3- 
ticos (Fig. 5). 

Entre 0 10? e 0 15? dias de culture ocorre um acen- 
tuado desenvolvimento do tecido do calo, decorrente de 
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Fig. 1 Esquema do caule de Datura msignis Barb. Rodr. cultivado & 
vitro; secpSo transversal. 

uma prolifera^So desordenada das c&lulas parenquim^ti* 
cas, que empurram a epiderme para 0 exterior, culminan- 
do com sua ruptura. Oistribuldos pela regiSo perifirica do 
calo, observa-se a presenga de centres meristem^ticos, 
com diferenciagSo de grupos vasculares independentes do 
cilindro vascular do explante caulinar (Figs. 6 e 7). AI 6 rn 
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^9. 2. SecpSo transversal de explante cautinar, apds tr§s dias em cultu- 
* ^ostrando divisSo perlclinal em c6lulas da epiderme e das camadas 
COr ticai s . MO. 197x. 

C * esses centros, diferenciam-se, com menorfrequencia, ele- 
^ e ntos xilematicos, dispersos pelo tecido do ca!o (Rg. 8). 

°nstata-se, ainda, um aumento localizado do numero de 
Car nadas do sistema vascular do caule (Fig. 9), bem co- 

Uma divisSo intensa nas celulas da regiao medular (Fig. 

At 6 o 25.° dia de cultura nao se verifica alteraqSo em 
J^aqao £ coloraqao bege-clara e a consistency compacta 
0s calos (Fig. 11), e o padrao anatomico conserva-se inal- 
era do em relaqao a descriqao anterior. 

. Ap6s 60 dias em culture primaria os calos desenvol- 
Vld °s em meio com 1mg/l BAP 4- 0,25mg/l NAA assu- 
nfleni Colorado verde, desenvolvendo estruturas globula- 
fBs ^9- 12). A analise histologies revela que a camada mais 
e *terna do calo 6 constituida por celulas cujas paredes 
^Presentam-se coradas de vermelho apos tratamento pela 
Tu csina bdsica. 

Em determinadas regioes perifericas do calo as celu- 
Parenquim^ticas sofrem divisoes periclinais, assumin- 
arranjo radial (Fig. 13) e orientando a formaqao de 
H°bulos (Fig. 14). Essa condiqao permanece no interior 
0s niesmos, onde se observa, tambem, a presenqa de inu- 
? eros centros meristem^ticos constituidos por celulas de 
0rrr, ato tabular envolvendo parcialmente os elementos 


Fig. 3. Detalhe do par§nquima perivascular em divisSo observado em ex- 
plante caulinar, apds tr£s dias em cultura. MO. 294x. 
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Fig. 4. Sec?3o transversal do explante caulinar, com cinco dias em cul¬ 
tura, evidenciando a disposig3o radical das celulas em divisSo. MO. 150x. 









Fig. 5. Detalhe de elementos xilem£ticos neoformados em calos com cinco 
dias em cultura. MO. 500x. 

condutores. Nao se identifica polaridade de tecidos nem 
a presenga de embrioes somaticos em quaisquer dos seus 
estcigios de diferenciagao. 

Embora nao se evidenciem diferengas relevantes quan¬ 
to d constituigao e disposigao dos tecidos componentes 
dos calos desenvolvidos em ambos os meios, deve-se res- 
saltar o crescimento mais acentuado e acelerado dos ca¬ 
los desenvolvidos em meio com Img/I BAP + 0,25mg/l 
NAA. Com 25 dias em cultura apresentam 1,64 _± 0,21cm 
de diametro, enquanto os calos mantidos no outro meio 
tern 1,35 — 0,19cm de diametro. 

Discussao 

As caractensticas anatomicas citadas por Metcalf & 
Chalk (1965) para a familia Solanaceae, tais como trico¬ 
mas glandulares e tectores, feixes bicolaterais e anel co- 
lenquimStico, foram identificadas nassecgSes transversals 
de entrenbs de Datura insign/s Barb. Rodr. cultivadas in 
vitro. 

Alteragoes irregulares observadas na superficie do ex- 
plante s§o dependentes da distribuigao e atividade mit6- 



Fig. 6. Aspecto geral dos centros meristem^ticos disperses perifericame* 1 ^ 
nos calos com 15 dias em cultura. MO. 60x. 


tica dos tecidos (Aitchison et af., 1977). Dyer &- Robert' 
son (1965) e Smithers &• Sutcliffe (1967) apud Aitchison 
et al. (1977) mencionaram que apenas as celulas da regi3° 
externa do tecido parenquimatico sao induzidas a se divP 
dir, resultando numa intensa atividade periferica, nao ob' 
servada no cilindro central. Na especie em estud^ 
observou-se que esse processo nao estava restrito a 
nhuma regiao particular, mas que ocorreu nos tecidos ex - 
ternos ao cilindro central e nos parenquimas interfascicU' 
lar e medular. 

As celulas que sofreram as primeiras divisoes, en 1 
fungao de sua dediferenciagao, contribuiram para a for' 
magao de um calo com aspecto homogeneo. A analis^ 
anatomica desses calos de Datura revelou, no entantO/ 
uma considercivel variabilidade em relagSo ao tipo e di' 
ferenciagao celular. Um calo homogeneo, constituido 
inteiramente de celulas parenquimciticas, e raro de ser 
encontrado, embora tenha sido reportado por Moor^ 
(1984) em culturas de Agave e Rosa . As citodiferencte' 
goes observadas em calos, tais como elementos tra- 
queais, tubos crivados, celulas suberificadas e tricomas 
(Moore, I.c.), tornam-nos distintos da classificagao an' 
terior. Apos a an^lise histoldgica de calos de DaturSr 
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^9- 7. Detalhe de um centro meristemcitico, em secgSo transversal, in- 
te grado por c 6 lulas tabulares que envolvem parcialmente os elementos 
^emSticos, observados em calos com 15 dias em cultura. MO. 235x. 


Fig. 9. Secpao transversal do explante caulinar evidenciando o aumento 
do numero de camadas do sistema vascular em calos com 15 dias em 
cultura. MO. T78x. 
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Fig. 10. SecpSo transversal de calo com 15 dias em cultura, mostrando 
parenquima medular em intensa divisSo. MO. 147x. 

estes foram considerados nao-homogeneos, uma vez que 
se constatou a presenga de elementos condutores disper¬ 
ses individualmente ou em centros meristematicos, dife- 
renciados no interior do calo. A histogenese de calos de 
Aesculus hippocastanum (Profumo eta!., 1986) e de Digi¬ 
talis lanata (Diettrich eta!., 1986) tambem revelou a pre¬ 
sent de centros meristematicos em calos nao-homoge¬ 
neos. 

Durante o desenvolvimento do calo de D. insignis foi 
possivel observar que # embora todos os tecidos do caule 
tenham apresentado divisao, somente aqueles situados 
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Fi 9* 8 . Detalhe de elemento xilemcitico em piano longitudinal, em calos 
Corn 15 di as em cultura. MO. 397x. 
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Fig. 11. Calo claro, compacto e n3o-embriogenico desenvolvido em meio 
com 1mg/l BAP + 0,25mg/l NAA, ap6s 25 dias em cultura. 


Fig. 13. Detalhe do arranjo radial das cdulas perifericas do calo em divh 
s3o, orientando a formagSo de estruturas globulares, com 60 dias em cul¬ 
tura. MO. 55x. 




Fig. 12. Calo compacto e n3o-embriog6nico desenvolvido em meio com 
1mg/l BAP + 0,25mg/l NAA, ap6s 60 dias em cultura. Presenga de es¬ 
truturas globulares na periferia do calo. 


c 

Fig. 14. Secgao transversal da estrutura globular desenvolvida em ca 
com 60 dias em cultura. MO. 60x. 


entre a epiderme e o cilindro vascular eram em tecido ca- 
logenico. Tal resultado se assemelha ao encontrado em 
Coffea canephora por Nassuth et al. (1980). 

A razao exata pela qual o tipo de tratamento e trocas 
no estado fisico do meio induzem a diferenciapao do calo, 
tornando-o embriogenico, e diffcil de ser explicado. No en- 
tanto, considerando-se o quanto sao especificos os balan- 
90 s hormonais e nutricionais necessarios para induzir a em* 
briogenese somcitica no calo, podem ser produzidas dife- 
rentes situapoes para que esse equilibrio dentro das celu- 


las favorepa a diferenciapao de um grupo de celulas com 
alto grau de crescimento e alongamento e de outro grupo 
com potencial para assumir atividade embriogenica (Ren- 
gel & Jelaska, 1986). 

Vasil & Vasil (1986) descreveram que as culturas 
de calos embriogenicos sao compactas, nodulares e 
geralmente nao-friaveis. Embora os calos da esp 6 cie 
em estudo tenham apresentado aspectos semelhantes 
aos apontados pelos autores acima, foram considers- 
dos como nao-embriogenicos, uma vez que os estu- 
dos anatomicos nao apontaram a presenpa de em- 
brioides somaticos. 
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Diettrich et al. (1986) detectaram colonias de globu- 
l°s nao-embriogenicos em calo de folha de Digitalis lana- 
^ o mesmo tendo sido observado por Rucker eta/. (1976) 
a Pud Diettrich etal. (I.c.) em Digitalis purpurea e por Nuti 
Ronchi (1981) em culturas de Nicotiana. Estruturas simila- 
^sforam encontradas, no presente trabalho, em calosde- 
senvolvidos no meio com 1mg/l BAP + 0,25mg/l 1MAA. 

A indugao de embrioes somaticos depende dos valo¬ 
rs absolutos e dos tipos de auxina e citocininas empre- 
93das. Ammirato (1983) considerou que para a indugao de 
Ce lula$ com capacidade embriogenica torna-se necessa¬ 
ry 3 utilizagao de altas concentragoes de auxina, e Ren- 
9 e l & Jelaska (1986) mencionaram que inumeras culturas 
a Pre$entam formagao de embrioes somaticos em presen- 
W de BAP, que acelera a fase de expressao da diferencia- 
C a o. Diante de tais proposigoes procurou-se estabelecer 
u ma combinagao BAP/NAA, mantendo-se constante a 


concentragao de BAP. No entanto, nao foi possivel obter 
a indugao e diferenciagao de tais estruturas embriogeni- 
cas. Tal fato leva a concluir que as interagoes auxina/cito- 
cinina empregadas nao se mostraram adequadas ao de- 
senvolvimento de calo embriogenico. 

Esse resultado nao inviabiliza a possibilidade de no- 
vos estudos com outros tipos e/ou concentragoes dos re- 
guladores de crescimento. 
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